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1 Literaturübersicht 
1.1 Einführung 
Im ersten Viertel des 20. Jahrhunderts kam es durch die Entdeckung der Vitamine als  für 
die normale Körperentwicklung essentielle Nahrungsbestandteile zu einer Revolution in der 
Therapie vieler Krankheiten, die man nun erst als Mangelerscheinung erkannte. Auch die da-
mals vor allem in den Industrieländern häufige Rachitis erwies sich nun als heilbar durch die 
Verabreichung von Lebertran (Mellanby, 1918). Die eigentliche antirachitische Substanz dar-
in wurde 1921 erstmalig als Vitamin D bezeichnet (McCollum et al., 1921) und den anderen 
bereits bekannten Vitaminen in seiner Bedeutung gleichgestellt. Bereits zur selben Zeit fand 
man jedoch heraus, dass eine Behandlung der Patienten mit UV-Bestrahlungen denselben the-
rapeutischen Effekt hat wie die Gabe von Vitamin D (Huldschinsky, 1919) bzw. dass die UV-
Bestrahlung des Patienten oder des zu verabreichenden Nahrungsmittels vergleichbare Aus-
wirkungen bezüglich der Heilung der Rachitis hat (Hess & Weinstock, 1924; Steenbock & 
Black, 1924) - eine Erkenntnis, die nicht nur zur fast völligen Ausrottung der Rachitis zumin-
dest in den Industrieländern geführt hat, sondern auch zu den ersten Anhaltspunkten für die 
Sonderstellung des Vitamin D unter den Vitaminen: Offensichtlich handelt es sich bei Vita-
min D nicht um ein essentielles Vitamin, sondern um eine Substanz, die entweder mit der 
Nahrung aufgenommen oder im Körper selbst synthetisiert werden kann – allerdings nur unter 
dem Einfluss von UV-Strahlen. 
1.2 Vitamin D : Struktur, Metabolismus, Transport 
Die Bezeichnung Vitamin D oder Calciferol umfasst eine Gruppe von Substanzen, die ih-
rer chemischen Struktur nach Steroide sind. Dies ebenso wie einige ihrer Eigenschaften (z.B. 
die Fähigkeit des Körpers zur Eigensynthese bzw. die endokrine Kontrolle derselben, rezep-
torvermittelte Effekte) führte dazu, dass die biologisch aktiven Metaboliten der Calciferole 
heute als Hormone angesehen werden (Vitamin-D-Hormon oder 1,25(OH)2D3).  
Der wichtigste Vertreter dieser Gruppe ist das Cholecalciferol (Vitamin D3). Selbst nicht 
biologisch aktiv, kann es entweder mit der Nahrung aufgenommen und im Dünndarm resor-
biert werden oder es wird in der Epidermis synthetisiert (Holick et al., 1980; Milde, 1991; 
Bikle & Pillai, 1993). Ausgangsstoff für die körpereigene Synthese ist das 7-Dehydro-
cholesterol (7-DHC), das in Hepatozyten aus Cholesterol durch das Enzym Cholesterolde-
hydrogenase entsteht. Im Blutstrom gelangt 7-DHC, wegen seiner hydrophoben Eigenschaf-
ten vorwiegend an Transportproteine gebunden, zu den Keratinozyten der Haut. 7-DHC oder 
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Provitamin D stellt das Hauptreservoir für die Vitamin D-Eigensynthese des Körpers dar. Es 
handelt sich um ein chromophores Molekül, welches unter dem Einfluss von Photoenergie 
Isomere bildet (Windaus et al., 1936; Esvelt et al., 1978). 7-DHC findet sich in allen Schich-
ten der Haut, vor allem aber im Stratum basale und Stratum spinosum der Epidermis (Holick 
et al., 1980). Hier findet auch der größte Teil der Vitamin-D-Synthese statt. Unter dem Ein-
fluss von UV-Strahlen bestimmter Wellenlänge (UVB, 290-315 nm) (MacLaughlin et al., 
1982) kommt es zu einer Ringöffnung am Sterangerüst des Moleküls (am B-Ring zwischen 
C9 und C10). Aus 7-DHC entsteht durch diese photochemische Isomerisierung das rotations-
instabile Prävitamin D (Windaus et al., 1936; Esvelt et al., 1978), das seinerseits langsam in 
einem temperaturabhängigen Schritt zum stabilen Vitamin D isomerisiert, wobei es zu einer 
Verschiebung der Doppelbindung kommt. Bei diesem letzten Schritt handelt es sich um eine 
Gleichgewichtsreaktion (Velluz & Amiard, 1949), die abläuft, solange das Produkt Vitamin D 
aus der Zelle ausgeschleust wird. Über den genauen Übertrittsmechanismus in den Extrazellu-
lärraum ist derzeit noch wenig bekannt, Vitamin-D-Bindungsproteine scheinen jedoch hierfür 
eine Rolle zu spielen (Haddad et al., 1993). Aufgrund dieses schnellen Abtransportes kann 
während der gesamten Dauer der UV-Exposition laufend Vitamin D nachgebildet werden - 
ein Faktor, der vor allem unter Bedingungen limitierter Sonneneinstrahlung (Jahreszeit, Ta-
geszeit, Sonnenschutzmaßnahmen, geographische Lage, Pigmentierung der Haut u.a.) eine 
große Rolle spielen kann (Webb et al., 1988; Matsuoko et al., 1992; Lu et al., 1992). 
Wie bereits erwähnt, besitzt das Vitamin D selbst noch keine biologische Aktivität. Ge-
bunden an Transportproteine gelangt es zur Leber, wo der erste Schritt der Aktivierung statt-
findet. Vitamin D ist zwar in der Lage, im Plasma auch an Albumin und Lipoproteine zu bin-
den, die größte Bedeutung haben aber spezifische Vitamin-D-Bindungsproteine. Dabei han-
delt es sich um eine Gruppe mehrerer sehr ähnlicher Polypeptide (α-Globuline, ca. 58 kDa), 
die in der Leber synthetisiert werden (Haddad, 1987 und 1992; Cooke & Haddad, 1989; 
Braun et al., 1992). Diese Proteine liegen in hohem Überschuss frei im Plasma vor und „fan-
gen“ aufgrund ihrer hohen Bindungsaffinität freies Vitamin D und dessen Metaboliten fast 
vollständig ein. Ihre Funktion als Kurzzeitspeicher für Vitamin D (Langzeitspeicher ist das 
Fettgewebe im Säuger bzw. die Leber bei manchen Fischen) wird diskutiert. Ihre Hauptfunk-
tion liegt aber darin, die hydrophoben Vitamin-D-Metaboliten plasmagängig und damit an 
den Zielorten verfügbar zu machen.  
In den Hepatozyten findet die erste Metabolisierungs-Stufe des Vitamin D auf dem Weg 
zur biologischen Aktivierung statt. Es handelt sich dabei um eine Hydroxylierung in der Posi-
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tion 25, das beteiligte Enzym ist eine Cytochrom P450-abhängige, mitochondriale Hydroxyla-
se (Andersson et al., 1989; Okuda et al., 1995). Für die Beteiligung anderer Enzyme, auch 
mikrosomaler, gibt es eine Reihe von Hinweisen, sie konnte bisher aber noch nicht eindeutig 
nachgewiesen werden. Die Regulation dieser Hydroxylierung zu 25-Hydroxycholecalciferol 
(25(OH)D3) erfolgt nur über einen Produkthemmungsmechanismus, ist also nicht sehr strikt.  
Der zentrale Vitamin-D-Regulationsmechanismus, der eine Überschussproduktion von 
biologisch aktivem Vitamin D verhindert, greift primär in der Niere, wo 25(OH)D3 durch eine 
1α-Hydroxylierung zum 1α,25 Dihydroxycholecalciferol (1,25(OH)2D3) biologisch aktiviert 
wird. Der Steuerungsfaktor ist die Syntheserate der für diese Hydroxylierung notwendigen 
1α-Hydroxylase, die ihrerseits einer Regulation durch Parathormon (PTH), Serum-Phosphat 
und 1,25(OH)2D3 selbst unterliegt (Gray et al., 1972; Henry, 1979). Dieses Enzym ist eine 
ebenfalls mitochondriale, Cytochrom P450-abhängige Monoxygenase. Der Vorgang ist streng 
an die Niere gebunden (Fraser & Kodicek, 1970), weshalb Erkrankungen, die mit einem 
Funktionsverlust oder Gewebsuntergang der Niere - vor allem im Bereich des proximalen Tu-
bulus (Holick et al., 1972) - einhergehen, häufig mit Störungen des Vitamin-D-Haushaltes 
und allen daraus resultierenden Folgen verbunden sind.  
Liegt das Vitamin-D-Hormon 1,25(OH)2D3 im Überschuss vor, entsteht in der Niere aus 
25(OH)D3 vermehrt der Metabolit 24,25(OH)2D3 durch eine Cytochrom P450-abhängige 24-
Hydroxylase (Jones et al., 1987). Diese Metabolisierung von 25(OH)D3 zu 24,25(OH)2D3 gilt 
als wichtigste Deaktivierung von 25(OH)D3, da 24,25(OH)2D3 gegenüber 1,25(OH)2D3 eine 
ca. 10 000mal geringere biologische Aktivität besitzt. Eine eigenständige Funktion von 
24,25(OH)2D3 wird diskutiert (Norman et al., 2002). Dieser Metabolit unterliegt selbst aber 
keiner strengen Regulation, was gegen eine zentrale Bedeutung zumindest im Bereich der 
Kalziumhomöostase-Regulation spricht (Jones et al., 1987). 
Die 24-Hydroxylierung stellt wahrscheinlich auch die erste und wichtigste Stufe der In-
aktivierung von 1,25(OH)2D3 in den Zielzellen dar (Lohnes & Jones, 1992). Dabei entsteht 
der Metabolit 1,24,25-Trihydroxycholecalciferol, der eine ca. 5mal geringere biologische Ak-
tivität gegenüber 1,25(OH)2D3 besitzt. Der Katabolismus von Vitamin D ist nicht an ein be-
stimmtes Organsystem gebunden, wahrscheinlich sind alle Vitamin-D-Zielgewebe dazu in der 
Lage. Das Endprodukt des Vitamin-D-Stoffwechsels ist die Calcitronsäure, die in der Leber in 
die Gallenflüssigkeit sezerniert wird (Jones, 1999). 
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1.3 Regulation der 1,25(OH)2D3-Biosynthese 
Angesichts der zentralen Bedeutung von 1,25(OH)2D3 für die Regulation des extrazellu-
lären Kalziumspiegels unterliegt seine Biosynthese einer strengen Regulation. Soweit heute 
bekannt ist, stellt PTH die wichtigste Einflussgröße für die Stimulation der 1,25(OH)2D3-
Biosynthese dar. Das Absinken des Kalziumspiegels im Blut löst eine gesteigerte PTH-
Sekretion aus (Brown et al., 1993), die über einen noch nicht näher bekannten Mechanismus 
wahrscheinlich die Synthese der renalen 1α-Hydroxylase stimuliert und die Synthese der 24-
Hydroxylase hemmt, wodurch es zu einer vermehrten Bildung von 1,25(OH)2D3 kommt. Die 
kalzämischen Effekte von 1,25(OH)2D3 in Darm und Niere (siehe unten) führen über eine Er-
höhung des Plasmakalziumspiegels wiederum zu einer Reduktion der PTH-Sekretion im Sin-
ne einer negativen Rückkoppelungsschleife. 
Vermutlich gibt es noch weitere Einflussfaktoren in diesem Regulationssystem. So 
scheint z.B. 1,25(OH)2D3 selbst in der Lage zu sein, die Synthese der 24-Hydroxylase zu sti-
mulieren (Zierold et al., 1994; Ohyama et al., 1994). Auch der Plasmaphosphatspiegel übt ei-
ne Wirkung auf die 1,25(OH)2D3-Synthese aus. Hypophosphatämie scheint ebenso wie PTH 
die 1α-Hydroxylase zu stimulieren und die 24-Hydroxylase zu hemmen (Baxter & DeLuca, 
1976; Wu et al., 1996). Der molekulare Mechanismus dieser Effekte ist allerdings noch nicht 
aufgeklärt.  
1.4. Genomische Wirkungen des Vitamin-D-Hormons 
1,25(OH)2D3 wirkt, wie andere Steroidhormone auch, über die Interaktion mit einem in-
trazellulären Rezeptor, der eine hohe Bindungsaffinität gegenüber 1,25(OH)2D3 besitzt 
(Brumbaugh & Haussler, 1975). Diese Rezeptoren entsprechen in ihrer Funktion liganden-
aktivierbaren, regulatorischen Transkriptionsfaktoren.  
Wie Sequenzanalysen gezeigt haben, gehört der Vitamin D-Rezeptor (VDR) innerhalb 
der Steroidrezeptor-Superfamilie zur Subfamilie (Klasse II) der Schilddrüsenhormonrezepto-
ren, ebenso wie die Retinsäure-Rezeptoren (RAR) und Retinoid-X-Rezeptoren (RXR) (Baker 
et al. 1988; Burmester et al., 1988). Das für den Vitamin-D-Rezeptor codierende Gen befindet 
sich beim Menschen auf dem Chromosom 12(q), bei Ratte und Maus auf Chromosom 7 
(Szpirer et al., 1991). Das Gen ist ca. 45 kb lang und umfasst 9 codierende Exons. Zu den ty-
pischen Eigenschaften der Schilddrüsenhormon-Rezeptorgruppe gehört auch die Fähigkeit, 
Heterodimere mit verwandten Rezeptoren zu bilden. 
Zeitz U. Endokrine Regulation durch den Vitamin-D-Rezeptor  Seite 5 von 66  
Die Strukturelemente, die allen Nuklearrezeptoren dieser Subfamilie eigen sind, umfas-
sen zwei funktionelle Rezeptordomänen. N-terminal (bei VDR codiert durch die ersten zwei 
codierenden Exons) bilden zwei „Zinkfinger“ die DNA-Bindungsdomäne (DBD). Diese Re-
gion ist innerhalb der Rezeptorfamilie hochkonserviert und ermöglicht nach der Aktivierung 
des Rezeptors dessen Bindung an so genannte VDREs (Vitamin D responsive elements) in der 
Promotorregion von Zielgenen. Der C-terminale Bereich des Moleküls umfasst die Hormon-
bindungsdomäne (bei VDR codiert von Exon 8 und 9) und ist bei den verschiedenen Rezepto-
ren sehr variabel, entsprechend den unterschiedlichen Liganden. 
Die Zinkfinger als Schlüsselelemente der DNA-Bindungsregion (hVDR: Aminosäuren 1-
113) bestehen aus 8 tetraedrisch angeordneten Cysteinen, die um zentrale Zinkionen α-
Helices bilden („loops“). Mit Hilfe von Mutationsanalysen konnten verschiedenen Subdomä-
nen in der DNA-Bindungsregion von Steroidrezeptoren bestimmte Funktionen (z.B. Erken-
nung responsiver DNA-Elemente, Dimerbildung) zugeordnet werden. Bei VDR scheint vor 
allem der Bereich unmittelbar C-terminal des ersten Zinkfingers (T-Box) essentiell für die 
sequenzspezifische DNA-Bindung als Voraussetzung der Transkriptionsaktivierung zu sein 
(Hsieh et al., 1995). Erhärtet werden diese Vermutungen durch Strukturanalysen verschiede-
ner Nuklearrezeptoren, die Analogieschlüsse auf den VDR zulassen (Luisi et al., 1991; Kata-
hira et al., 1992). Andere Strukturmerkmale der VDR-DNA-Bindungsdomäne weisen darauf 
hin, dass die Heterodimerisation mit einem RAF (receptor auxiliary factor) Voraussetzung für 
die DNA-Bindung ist. Die C-terminale Region des Gens codiert einen Rezeptorbereich, der 
außer der Ligandenbindung noch einige andere Funktionen umfasst wie z.B. Heterodimerisa-
tion oder Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren (MacDonald et al., 1995) und Co-
aktivatoren (vom Baur et al., 1996), die für den Mechanismus der VDR-vermittelten 
Transkriptionsaktivierung wichtig sind.  
Die höchste Ligandenbindungsaffinität besteht gegenüber 1,25(OH)2D3. Metaboliten, die 
nur in der 1α- oder der 25-Position hydroxyliert sind, binden ca. 100- bis 1000mal schwächer 
(Wecksler et al., 1978). Die Ligandenbindungsregion des VDR umfasst wahrscheinlich ca. 
200 – 300 Aminosäuren (AS) C-terminal der AS 114 (hVDR). Hier sind vermutlich auch 
mehrere für die Heterodimerisation wichtige Bereiche lokalisiert. Soweit heute bekannt ist, 
bildet VDR nur mit RXR Heterodimere. Die Form der Heterodimerisation wirft allerdings 
noch viele Fragen auf. Trotz der strukturellen Verwandtschaft beider Rezeptoren scheint es 
sich nicht um eine achsensymmetrische Heterodimerbildung zu handeln. Die Struktur der bis-
her bekannten VDREs (2 unvollständige, 6 Basen lange repetitive Sequenzen, getrennt durch 
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3 Nucleotide) (Umesono & Evans, 1989) impliziert eher eine asymmetrische Bindung beider 
Partner („Kopf an Schwanz“), wie sie auch bei anderen Klasse II-Steroidrezeptoren vor-
kommt (Liao et al., 1990; Levin et al., 1992; Schrader et al., 1995; Jin & Pike, 1996).  
Der C-terminale Endbereich des Rezeptormoleküls (AS 403 - 427 des hVDR) umfasst 
die Transaktivierungsdomäne (Nakajima et al., 1994). Entscheidend für die Aktivierung des 
Rezeptors, die letztlich zur Transkriptionsregulation des Zielgens führt, ist das Zusammen-
wirken verschiedener Faktoren. Durch die Bindung des Liganden kommt es - wahrscheinlich 
durch eine Konformationsänderung - zur Heterodimerisation (Peleg et al., 1995). Der primär 
vorwiegend zytosolische VDR-Ligand-Komplex akkumuliert nach der Ligandenbindung 
innerhalb weniger Minuten im Kern (Barsony et al., 1990). Begleitet wird die DNA-Bindung 
(Liao et al., 1990; Sone et al., 1991) wahrscheinlich von verschiedenen kovalenten Modifika-
tionen des Ligand-Rezeptorkomplexes, wie z.B. Phosphorylierungen (Hsieh et al., 1993; Ju-
rutka et al., 1993). Für die Bildung des Präinitiationskomplexes (PIC) der Transkription 
scheint vor allem der Transkriptionsfaktor TF IIB von entscheidender Bedeutung zu sein 
(Choy & Green, 1993; MacDonald et al., 1995), der mit dem Rezeptorkomplex interagiert. 
Einen regulativen Einfluss auf die Transkriptionsrate haben vermutlich verschiedene zusätzli-
che Transkriptionsfaktoren, Coaktivatoren und Corepressoren, die mit dem Rezeptorkomplex 
bzw. PIC interagieren (Onate et al., 1995; Chen & Evans, 1995). 
1.5 Nicht-genomische Effekte des Vitamin-D-Hormons 
Neben diesem „genomischen“ Wirkprinzip ist 1,25(OH)2D3 auch in der Lage, in ver-
schiedenen Geweben Effekte zu erzielen, die in Sekunden bis Minuten eintreten und somit 
nicht auf einem veränderten Proteinsynthesemuster der Zelle beruhen können. Die Existenz 
solcher „nicht-genomischer“ Effekte ist schon seit längerem bekannt. Über die zugrunde lie-
genden Mechanismen weiß man jedoch noch immer wenig, ebenso wie über eine mögliche 
Beteiligung des klassischen VDR daran. Wahrscheinlich gibt es verschiedene Varianten nicht-
genomischer Effekte, je nach Zelltyp bzw. Gewebe. Nachgewiesen wurden solche schnellen 
Effekte inzwischen in der Niere, in der Nebenschilddrüse, im Muskel, in Chondrozyten, in 
Fibroblasten, in Hepatozyten und in Keratinozyten sowie in Zellen des hämatopoetischen Sys-
tems und in Insulinomzellen (Desai et al., 1986; Schwartz et al., 1988; Boudreau et al., 1990; 
Selles & Boland, 1991; Segrev & Rhoten, 1994). Meist bestehen die Effekte in Veränderun-
gen des intrazellulären Kalziumspiegels, des pH-Wertes sowie der Proteinkinase-C-Aktivität 
(Duval et al., 1983). Solche Effekte, also die Induktion transmembranärer Signaltransdukti-
onswege konnten inzwischen auch für andere Steroidhormone nachgewiesen werden (Duval 
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et al., 1983). Am besten untersucht sind die Soforteffekte von 1,25(OH)2D3 an Osteoblasten 
und Enterozyten. In Osteoblasten scheint 1,25(OH)2D3 über eine Aktivierung der Phospholi-
pase C und damit des Inositoltriphosphat/Diacylglycerol-Weges einen Anstieg der intrazellu-
lären Kalziumkonzentrationen zu induzieren (Lieberherr et al., 1994). Zumindest in bestimm-
ten In-vitro-Systemen (ROS 24/1 osteoblast-like cells der Ratte) scheint das Vorhandensein 
einer VDR-unabhängigen Signaltransduktion nachgewiesen. Diese Zellen exprimieren VDR 
nicht, trotzdem bewirkt 1,25(OH)2D3 auch hier einen intrazellulären Kalzium-Anstieg (Baran 
et al., 1994).  
Auch in Enterozyten existiert ein solcher Soforteffekt, der bereits 1984 beschrieben wur-
de und unter dem Namen „transcaltachia“ bekannt ist (Nemere et al., 1984; Nemere & Nor-
man, 1986, 1987, 1990). Dabei kommt es in vivo innerhalb weniger Minuten (2 - 14) zu einer 
verstärkten Kalzium-Absorption aus dem Darmlumen durch ladungsgesteuerte Kalzium-
Kanäle, begleitet von einer Steigerung der Proteinkinase-C und -A- Aktivität (de Boland & 
Norman, 1990). Darüber hinaus wird innerhalb von 4 - 8 Minuten auch die Phosphor-
Absorption erhöht, gekoppelt an den gesteigerten Kalziumeinstrom. 
Die Bedeutung des klassischen, nukleären VDR oder von möglicherweise vorhandenen 
Membran-Rezeptoren für 1,25(OH)2D3 beim Zustandekommen nicht-genomischer Effekte 
wird kontrovers diskutiert (Nemere et al., 1998; Norman, 1998; Norman et al., 2002; Erben et 
al., 2002; Boyan et al., 2002).  
1.6 Physiologische Funktionen des Vitamin-D-Hormons  
Die offensichtlichste und damit auch am längsten und besten bekannte Funktion von 
1,25(OH)2D3 ist seine zentrale Rolle bei der Regulation der Kalziumhomöostase und des 
Knochenstoffwechsels. Funktionen von 1,25(OH)2D3, die unmittelbar den Kalziumstoffwech-
sel betreffen, werden auch als „kalzämische Effekte“ bezeichnet. Ihr Ziel ist primär die Ge-
währleistung eines in engen Grenzen stabil gehaltenen Plasma-Kalzium-Spiegels (bei Säuge-
tieren ca. 2,5 mmol/l, 45% davon ionisiert), aber auch, im Zusammenspiel mit PTH, die Be-
reitstellung von Kalzium für die Knochenmineralisation. Miteinbezogen in dieses komplexe 
Regulationssystem sind vor allem der Dünndarm als Ort der enteralen Kalzium- und Phos-
phorabsorption, die Nieren als Ort der renalen Kalzium- und Phosphorexkretion bzw. Reab-
sorption sowie der 1,25(OH)2D3-Biosynthese und die Nebenschilddrüse als Bildungsort des 
neben 1,25(OH)2D3 wichtigsten regulatorischen Hormons PTH. Besonders zu nennen ist das 
Knochengewebe, das durch ein unter physiologischen Bedingungen ständig vorhandenes Ne-
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beneinander von Knochenabbau und -neusynthese zum einen zwar einen gut mobilisierbaren 
Kalziumspeicher des Körpers darstellt, zum anderen aber längerfristig besonders auf die Ver-
fügbarkeit von Kalzium und Phosphor zur Erhaltung stabiler, mechanisch belastbarer Kno-
chensubstanz angewiesen ist.  
Aus der Tatsache, dass VDR fast ubiquitär im Körper exprimiert wird, kann man schlie-
ßen, dass 1,25(OH)2D3 wahrscheinlich noch eine Vielzahl weiterer Funktionen in unterschied-
lichen Geweben besitzt. Über ihre physiologische Bedeutung weiß man bislang allerdings 
noch wenig. 
1.6.1 Kalzämische Effekte von 1,25(OH)2D3 
Die wichtigsten Organe für die kalzämischen Wirkungen von 1,25(OH)2D3 sind Darm, 
Niere und Knochen. 
1.6.1.1 Funktionen des Vitamin-D-Hormons im Darm  
Nach dem heutigen Kenntnisstand existieren zwei voneinander unabhängige Kalzium-
transportmechanismen in Enterozyten. Erstens ein sättigbarer, transzellulärer Mechanismus, 
der bei Konzentrationen bis 10 mM vor allem im proximalen Teil des Dünndarms (Duode-
num) von Bedeutung ist. Zweitens ein nicht sättigbarer, passiver, interzellulärer Mechanis-
mus, der bei Konzentrationen ab 10 mM bis 50 mM im gesamten Dünndarm vonstatten geht 
(Johnson & Kumar, 1994; Wasserman & Fullmer, 1995). Im ersten Fall werden Kalziumio-
nen lumenseitig am Bürstensaum entlang des elektrochemischen Gradienten resorbiert, trans-
zellulär transportiert und an der basolateralen Zellmembran gegen den Konzentrationsgradien-
ten mittels eines energieverbrauchenden Prozesses in die extrazelluläre Flüssigkeit der Lami-
na Propria abgegeben. 1,25(OH)2D3 beeinflusst wahrscheinlich alle Teilaspekte dieses 
transzellulären Kalzium-Absorptions-Systems im Sinne einer gesteigerten Kalziumaufnahme. 
Bei Vitamin-D-Mangel tritt Kalzium zwar in die Zellen über, bleibt aber im Mikrovillibe-
reich, wo es an Calmodulin bindet. Man nimmt an, dass es dort zur Komplexbildung mit My-
osin I (ATPase) und Actin kommt (Bikle et al., 1989; Chandra & Fullmer, 1990; Kaune et al., 
1994). Dieser Komplex schließt die Kalziumkanäle möglicherweise irreversibel. Bei ausrei-
chender Vitamin-D-Versorgung wird das aufgenommene Kalzium schnell intrazellulär wei-
tergeleitet, was wahrscheinlich das Offenbleiben der Kalziumkanäle sicherstellt. Für den in-
trazellulären Transport ist bei Säugetieren das Kalziumbindungsprotein Calbindin D9K ver-
antwortlich, dessen Synthese durch 1,25(OH)2D3 induziert wird (Feher et al., 1992). Bei Kal-
ziummangel im Organismus kommt es über eine erhöhte Parathormon-Sekretion zu einer ge-
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steigerten 1,25(OH)2D3-Biosynthese, die ihrerseits zu verbesserter enteraler Kalziumaufnah-
me führt. Die Resorption von Phosphat erfolgt im gesamten Jejunum und Ileum. Sie kann 
zwar durch 1,25(OH)2D3 stimuliert werden, ist aber primär von der Phosphatkonzentration im 
Darmlumen abhängig (Lemann, 1993). 
Außer den beschriebenen Mechanismen existieren wahrscheinlich noch weitere, mögli-
cherweise nicht Vitamin-D-abhängige Wege der Kalziumresorption, unter anderem der be-
reits erwähnte „Soforteffekt“ (transcaltachia), dessen genauer Mechanismus noch der Klärung 
bedarf (Nemere et al., 1990).  
1.6.1.2 Funktionen von 1,25(OH)2D3 in der Niere  
Die Niere ist in zweifacher Hinsicht ein Schlüsselorgan der Kalziumhomöostase. Zum 
einen ist sie Syntheseort von 1,25(OH)2D3, zum anderen wichtigstes Regulativ der Kalzium- 
und Phosphatexkretion bzw. -reabsorption. Bis zu 98% des in den Primärharn abgegebenen 
Kalziums werden reabsorbiert, allerdings scheinen die zugrunde liegenden Mechanismen und 
die beteiligten Faktoren nicht auf der gesamten Tubuluslänge einheitlich zu sein. Nach dem 
heutigen Kenntnisstand findet im proximalen Tubulus vorwiegend passiver, parazellulärer 
Transport statt (ca. 65% des filtrierten Kalzium-Loads), in der Henleschen Schleife aktiver 
und passiver Transport (ca. 20% des filtrierten Kalzium-Loads). Im distalen Tubulus, der 
Schlüsselstelle der Regulation, bzw. im Sammelrohr werden über ein aktives Transportsystem 
noch bis zu 10% des filtrierten Kalzium-Loads reabsorbiert (Yamamoto et al., 1984; Fried-
man & Gesek 1995). Die wichtigsten endokrinen Faktoren in der Regulation der renalen Kal-
ziumreabsorption sind vermutlich PTH sowie 1,25(OH)2D3 (Friedman & Gesek, 1995).  
Viele Details der selektiven Kalzium- und Phosphat-Reabsorption sind heute noch nicht 
bekannt, die Grundprinzipien ergeben sich aber aus beobachtbaren Wechselwirkungen zwi-
schen 1,25(OH)2D3 und PTH: PTH ermöglicht wahrscheinlich den aktiven Übertritt von Kal-
zium apikal durch die Membran, wobei dieser Prozess eventuell durch 1,25(OH)2D3 über eine 
Induktion der Synthese von PTH-Rezeptormolekülen gesteuert wird (Friedman & Gesek, 
1993). Für den Übertritt aus den Tubuluszellen basolateral in die Blutbahn werden verschie-
dene Transportsysteme vermutet, eine Plasmamembran-Kalziumpumpe (PMCA) scheint je-
doch von zentraler Bedeutung zu sein (Friedman & Gesek, 1995). 
Die beiden wichtigsten intrazellulären Kalziumbindungsproteine in der Niere, Calbindin 
D28K und Calbindin D9K unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Struktur, sondern 
wahrscheinlich auch in ihrer Funktion. Während Calbindin D28K primär den apikalen Trans-
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port durch Kalziumkanäle - vielleicht auch als Carrier die transzelluläre Weiterleitung - zu 
stimulieren scheint, beschleunigt Calbindin D9K wahrscheinlich vor allem die basolaterale 
Ausschleusung über die ATP-abhängige Plasmamembran-Kalziumpumpe. Da 1,25(OH)2D3 
über eine Transkriptionsaktivierung die Syntheserate beider Proteine positiv beeinflusst, spielt 
es vermutlich auch hier eine entscheidende Rolle für die renale Kalziumrückresorption (Bouh-
tiay et al., 1994; Koster et al., 1995; Liu et al., 1996). 
Neben diesen Effekten besitzt 1,25(OH)2D3 wahrscheinlich weitere Funktionen in der 
Niere. So wird z.B. eine Hemmung des Phosphattransports im proximalen Tubulus diskutiert 
(Bonjour et al., 1977). Die Tatsache, dass VDR im gesamten Tubulusbereich, vom Glomeru-
lum bis zum Sammelrohr exprimiert wird (Liu et al., 1996), legt die Vermutung nahe, dass 
noch weitere, unentdeckte Vitamin-D-Effekte existieren.  
1.6.1.3 Vitamin D-Effekte am Knochen  
Auch im adulten Organismus besteht im Knochengewebe ein ständiges Fließgleichge-
wicht von Resorption und Neusynthese (bone remodeling). Wie bereits erwähnt, stellt die mi-
neralische Knochensubstanz auch einen wichtigen Speicher für die Erhaltung der Kalzium- 
und Phosphathomöostase dar. Der Haupteinflussfaktor für die Regulation des Knochenturno-
vers ist PTH. Die Rolle von 1,25(OH)2D3 wird derzeit noch kontrovers diskutiert.  
VDR wird sowohl in Osteoblasten als auch in Osteoklasten-Vorläuferzellen exprimiert. 
Viele osteoblastäre Matrixproteine wie Osteocalcin, Osteopontin, Bone Sialoprotein und Kol-
lagen Typ I werden durch 1,25(OH)2D3 reguliert (Boyan et al., 1992; Lian & Stein, 1993), so 
dass vieles für einen unmittelbaren knochenanabolen Effekt von 1,25(OH)2D3 spricht. Es gibt 
auch Anhaltspunkte für eine Beteiligung von 1,25(OH)2D3 an resorptiven Prozessen, wie z.B. 
bei der Osteoklastenreifung. Gesichert ist, dass die hochdosierte, pharmakologische Gabe von 
Vitamin-D-Metaboliten eine direkte Stimulation der Knochenresorption induziert (Holtrop et 
al., 1981; Erben et al., 1997). Ob dieser Effekt allerdings von physiologischer Bedeutung ist, 
ist unklar. 
In den letzten Jahren sind eine Reihe von Untersuchungen durchgeführt worden, die es 
sehr wahrscheinlich gemacht haben, dass die knochenprotektive Wirkung von 1,25(OH)2D3 in 
vivo primär in seinen kalzämischen Effekten in Darm und Niere, also in der Steigerung des 
Plasmakalziumspiegels zu suchen ist. Untermauert wird diese Hypothese durch die Beobach-
tung, dass im Tiermodell bei Mäusen mit inaktiviertem VDR allein durch die Fütterung mit 
einer Kalzium-, Phosphat- und Laktose-angereicherten Diät eine Normalisierung nicht nur des 
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Plasmakalziumspiegels, sondern auch der Knochenmineralisierung erreicht werden kann (Li 
et al., 1998). Ähnliche Ergebnisse wurden bereits früher bei Vitamin-D-defizienten Ratten 
erzielt, deren Kalziumhomöostase durch Infusion mit Kalzium oder durch diätetische Maß-
nahmen normalisiert wurde (Underwood & DeLuca, 1984; Kollenkirchen et al., 1991a; Kol-
lenkirchen et al., 1991b). Diese Daten sprechen dafür, dass 1,25(OH)2D3 keine physiologisch 
relevante, direkte Funktion am Knochen besitzt. 
1.6.1.4 Rachitis und Osteomalazie 
Als Rachitis und Osteomalazie werden Vitamin-D-Mangelsyndrome bei wachsenden 
bzw. adulten Individuen bezeichnet. Sie entstehen entweder durch eine mangelnde Aufnahme 
bzw. Eigensynthese von Vitamin D, durch Störungen im Vitamin-D-Metabolismus, oder 
durch Funktionsstörungen im Bereich des Rezeptors oder der Transaktivierung. 
Fehlt 1,25(OH)2D3 (oder seine Wirkung), führt dies letztlich immer zu einer Hypokalzä-
mie, weil die enterale Aufnahme und die renale Rückresorption von Kalzium eingeschränkt 
sind. Dies löst wiederum eine verstärkte PTH-Sekretion aus. Es kommt zu gravierenden Stö-
rungen des Knochenstoffwechsels, zum einen durch den Kalziummangel (bzw. das Missver-
hältnis von Kalzium und Phosphat im Plasma) und die daraus resultierende verringerte Mine-
ralisierung der Knochenmatrix, zum anderen durch die fehlregulierte Matrixsynthese und die 
PTH-induzierte erhöhte Knochenabbaurate. Die Folge ist eine mechanische Instabilität des 
Knochens, die vor allem am wachsenden Skelett zu schweren klinischen Symptomen wie 
Wachstumsretardierung, Deformationen vor allem der langen Röhrenknochen und überschie-
ßender Matrixproduktion an den Epiphysenfugen führt, begleitet von Knochenschmerzen, 
Hypokalzämie und -phosphatämie sowie sekundärem (reaktiven) Hyperparathyreoidismus. Im 
adulten Organismus findet sich vor allem eine erhöhte Frakturanfälligkeit und eine röntgeno-
logisch nachweisbare Verringerung der Knochenmineraldichte (Garabedian & Ben-Mekhbi, 
1999). 
1.6.1.5 Vitamin-D-resistente Rachitis 
Schon aus der Anfangszeit der gezielten Rachitisbekämpfung mit Vitamin D sind einzel-
ne, seltene Fälle von Therapieresistenz bekannt. Der zugrunde liegende Mechanismus konnte 
jedoch erst nach der Aufklärung des Metabolismus bzw. der Wirkungsmechanismen von Vi-
tamin D definiert werden (Baker et al., 1988; Pike, 1992). Inzwischen unterscheidet man zwei 
verschiedene Typen der so genannten Vitamin-D-abhängigen Rachitis. In beiden Fällen han-
delt es sich um einen seltenen, autosomal rezessiv vererbten Gendefekt. 
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Typ I (VDDR I) bezeichnet einen Funktionsdefekt der renalen 1α-Hydroxylase (Labuda 
et al., 1992; Fu et al., 1997). Betroffen ist also nur die letzte Stufe der Vitamin-D-
Aktivierung, was zur Folge hat, dass durch eine lebenslange Therapie mit physiologischen 
Dosen von 1,25(OH)2D3 (0,25 – 1 µg/Tag) völlige Symptomfreiheit gewährleistet ist. Deshalb 
wird diese Form auch als „Pseudo-Vitamin D-abhängige Rachitis“ bezeichnet (Malloy & 
Feldman, 1999). 
Beim Typ II der Vitamin-D-abhängigen Rachitis (VDDR II) hingegen liegen Mutationen 
im VDR-Gen vor. Dabei kennt man inzwischen mehrere verschiedene Mutationsvarianten, 
die sich je nach ihrer Lokalisation auf dem Gen hinsichtlich ihrer Folgen für die Liganden- 
und DNA-Bindungsaffinität des VDR unterscheiden. Es kommt aber immer zu einer mehr 
oder minder vollständigen Gewebsresistenz gegenüber 1,25(OH)2D3 (Brooks et al., 1978). 
Eine Therapie mit Vitamin-D-Metaboliten ist daher nur sehr eingeschränkt möglich. Gute Er-
folge wurden mit einer hochdosierten, oralen Supplementierung von Kalzium erreicht (Balsan 
et al., 1986). In ca. der Hälfe der Fälle tritt als zusätzliches Symptom eine totale Alopezie auf, 
die im Gegensatz zur ebenfalls vorhandenen Hypokalzämie, Hypophosphatämie und dem se-
kundären Hyperparathyreoidismus therapeutisch nicht beeinflusst werden kann (Demay, 
1999; Malloy & Feldman, 1999). 
Nach dem heutigen Stand der Forschung handelt es sich bei den verschiedenen Varianten 
fast immer um Punktmutationen, die im Zusammenhang mit den jeweiligen Phänotypvarian-
ten Aufschluss geben über die VDR-Genbereiche, die für die Rezeptorfunktion essentiell sind. 
Mutationen in der DNA-Bindungsregion führen häufig zu einem Verlust der DNA-
Bindungsfähigkeit und damit zum Totalverlust der Rezeptorfunktion, ebenso wie Mutationen, 
die einen vorzeitigen Abbruch der Transkription und damit die Entstehung eines trunkierten 
Rezeptors zur Folge haben (Hughes et al., 1988; Sone et al., 1989, 1990; Yagi et al., 1993; 
Malloy et al., 1994; Malloy & Feldman 1999). Bei Mutationen in anderen Bereichen des 
Gens, vor allem der Hormon-Bindungsregion, entsteht kein einheitlicher Phänotyp. Die Aus-
wirkungen reichen von kompletter Gewebsresistenz bei Verlust der Ligandenbindungsfähig-
keit über verschiedene Abstufungen verringerter  Bindungsaffinität bis hin zu völlig normaler 
Rezeptorfunktion (Ritchie et al., 1989; Malloy et al., 1990, 1997; Kristjansson et al. 1993; 
Wiese et al., 1993), je nachdem, welche Auswirkungen die Mutation auf die Proteinstruktur 
hat.  
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Die zum Teil auftretende Alopezie wird meist in Verbindung mit Mutationen in der 
DNA-Bindungsregion gesehen, jedoch nicht in allen Fällen. Über ihre Entstehung gibt es der-
zeit keine gesicherten Erkenntnisse (Malloy & Feldman, 1999).  
1.6.2 Nicht-kalzämische Vitamin-D-Wirkungen 
In den späten 70er Jahren entdeckte man erstmalig Rezeptoren für 1,25(OH)2D3 in den 
Zellkernen in Gonaden, Thymus, Hypophyse, Pankreas, Magen, Zähnen, Plazenta, Herzmus-
kel und Haut (Stumpf et al., 1979, 1983 und 1984; Kim et al., 1983), in Zellen des Immun-
systems wie Monozyten, B- und T-Lymphozyten, und Makrophagen (Bhalla et al., 1983; 
Tsoukas et al., 1984; Provvedine et al., 1986), sowie in verschiedenen Tumorzelllinien. 
Die Beobachtung, dass viele Krebszellen in vivo ebenso wie in vitro VDR exprimieren, 
hat im Zusammenhang mit der bekannten antiproliferativen Wirkung von 1,25(OH)2D3 zur 
Einbeziehung von Vitamin D bzw. Vitamin-D-Analoga in die Entwicklung neuer Ansätze in 
der Krebstherapie geführt. Inzwischen haben sich Vitamin-D-Analoga als effektive Prolifera-
tionshemmer in verschiedenen In-vitro-Systemen (Colston et al., 1981; Halline et al., 1994) 
bewährt, auch im Tiermodell gibt es erste Erfolge (van Leeuwen et al., 1999).  
In der Haut konnten Rezeptoren für 1,25(OH)2D3 bisher in Epidermiszellen (Stratum ba-
sale, spinosum und granulosum) sowie in der Wurzelscheide des Haarfollikels (Stumpf et al., 
1979) und in Hautfibroblasten nachgewiesen werden (Stumpf et al., 1984; Smith et al., 1986). 
Die Wirkung besteht auch hier primär in einer Hemmung der Proliferation bzw. Stimulation 
der Zelldifferenzierung (Smith et al., 1986; Bikle et al., 1993), wobei es sich wahrscheinlich 
um einen genomischen Effekt handelt (fehlt bei VDDR II-Patienten). Vitamin D und ver-
schiedene Analoga werden bereits erfolgreich bei der Behandlung hyperproliferativer Haut-
krankheiten wie z.B. der Psoriasis eingesetzt (Reichrath & Holick, 1999). In den Gonaden und 
im Muskelgewebe lassen sich ebenfalls antiproliferative Effekte von 1,25(OH)2D3 beobach-
ten. Für letztere Wirkungen scheinen Soforteffekte an Kalziumkanälen eine Rolle zu spielen, 
die in vitro an Sertolizellen (Akerstrom & Walters, 1992) und an Cardiomyozyten (Walters et 
al., 1987) nachgewiesen wurden. Eine mögliche Bedeutung des 1,25(OH)2D3 für die Kontrol-
le der Inotropie der Ventrikelmuskulatur wird diskutiert (Weishaar & Simpson, 1989). Die 
Aussagen bezüglich der Effekte an VDR-exprimierenden Zellen des Immunsystems sind sehr 
widersprüchlich. Es existieren viele In-vitro-Einzelbeobachtungen, die tendenziell auf eine 
antiproliferative Wirkung hindeuten, sich jedoch nicht zu einem einheitlichen Bild zusam-
menfügen lassen. VDDR II-Patienten zeigen im Reglfall keine erhöhte Infektanfälligkeit 
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(Malloy & Feldman, 1999). Dagegen leiden Vitamin-D-Mangelpatienten vermehrt unter In-
fektionen, vor allem der Atemwege und des Verdauungstraktes (Garabedian & Ben-Mekhbi, 
1999). Wahrscheinlich verschleiern die vielfältigen Wechselwirkungen der Einzelkomponen-
ten des Immunsystems in vivo die Effekte von 1,25(OH)2D3 mehr oder weniger stark, so dass 
Aussagen über spezifische Effekte nur sehr schwer zu machen sind. 
Schon in den 70er Jahren konnte im endokrinen Pankreas des Huhnes nicht nur VDR, 
sondern auch ein Vitamin-D-abhängiges Kalziumbindungsprotein nachgewiesen werden. Fer-
ner war aus klinischen Studien bekannt, dass es Wechselwirkungen zwischen Kalziumhomö-
ostase und der Funktion des endokrinen Pankreas gibt (Norman et al., 1980). Seit dieser Zeit 
wurden eine ganze Reihe von tierexperimentellen und In-vitro-Untersuchungen unternom-
men, um die genaue Rolle von 1,25(OH)2D3 bei der Regulation der Insulin-Synthese und/oder 
-Sekretion aufzuklären. Eine Schwierigkeit bei diesen Untersuchungen war stets, molekulare 
Effekte von 1,25(OH)2D3 von den Effekten einer veränderten Kalziumhomöostase zu separie-
ren. 
1.7 Verschiedene Tiermodelle und ihre Bedeutung für die Vitamin-D-Forschung 
Bis in die zweite Hälfte der 90er Jahre konzentrierte sich die Forschung im Wesentlichen 
auf zwei Möglichkeiten, Vitamin-D-Effekte in vivo zu beschreiben: induzierte Vitamin-D-
Mangelsituationen oder VDDR II-Humanstudien. Da es sich um einen seltenen Gendefekt 
(seit 1978 ca. 40 Familien dokumentiert) mit uneinheitlichem Genotyp und Phänotyp handelt, 
ist die Zahl vergleichbarer Probanden klein. Darüber hinaus gehören sie unterschiedlichen 
Rassen und Kulturkreisen an, so dass weder der genetische Hintergrund noch die Lebensbe-
dingungen einheitlich sind.  
Die grundlegenden Einblicke in die Mechanismen der Vitamin-D-Wirkung in vivo 
stammen vor allem aus tierexperimentellen Studien mit Vitamin-D-defizienten Ratten (z.B. 
Underwood & DeLuca, 1984; Cade & Norman, 1986, 1987; Kollenkirchen et al., 1991a; Kol-
lenkirchen et al., 1991b). Diese Tiermodelle erlauben zwar einen Einblick in die komplexen 
Wechselbeziehungen des Vitamin-D-Stoffwechsels, über die molekularen Grundlagen der 
beteiligten Prozesse sagen sie aber oft nur wenig aus. Weitere Probleme dieser Studien waren 
in der Regel, dass sich aufgrund der äußerst effektiven kutanen Synthese von Vitamin D bei 
Ratten oder Restgehalten von Vitamin D in der Mangel-Diät die zirkulierenden 1,25(OH)2D3–
Spiegel nicht unter ein bestimmtes Rest-Niveau drücken ließen, und dass trotz diätetischer 
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Korrekturmaßnahmen noch subtile Veränderungen der Kalziumhomöostase bestehen blieben 
(Walters et al., 1992).  
Seit vielen Jahren ist ein durch Zufall entstandenes Schweinemodell bekannt, das eine 
genetisch bedingte Funktionsstörung der renalen 1,25(OH)2D3-Metabolisierung aufweist und 
damit der VDDR I des Menschen ähnelt (Kaune & Harmeyer, 1987). Aufgrund der limitierten 
Verfügbarkeit und des nach wie vor ungeklärten molekularen Defektes in diesen Tieren  
(Axen et al., 1998), ist dieses Modell jedoch bisher nur für einige wenige Bereiche der Vita-
min-D-Forschung eingesetzt worden.  
Es lag deshalb nahe, mit Hilfe von embryonaler Stammzell-Technologie Mausmodelle 
des VDDR II zu generieren. Im Jahr 1997 wurde zum ersten Mal eine Maus mit gezielt inak-
tiviertem VDR vorgestellt. Dabei wurde der erste Zinkfinger des VDR mutiert. Diese VDR-
Knockout-Mutante unterscheidet sich jedoch in einigen grundlegenden Merkmalen vom Phä-
notyp der VDDR II des Menschen. Homozygote Mutanten zeigen Rachitis und Alopezie, zu-
sätzlich jedoch Infertilität infolge Uterushypoplasie sowie eine stark erniedrigte Lebenserwar-
tung (Yoshizawa et al., 1997). Nur wenig später wurde eine zweite VDR-deletierte Maus ge-
neriert (Li et al., 1997). In diesem Fall wurde eine gezielte Mutation in dem Sequenzbereich, 
der den zweiten Zinkfinger der DNA-Bindungsregion umfasst, durchgeführt, was zu Leseras-
terverschiebung und damit zum vorzeitigen Abbruch der Transkription führt. Diese Maus ent-
spricht in ihrem Phänotyp weitgehend dem VDDR II-Krankheitsbild des Menschen, ist durch 
Rachitis und Alopezie bei normaler Lebenserwartung charakterisiert und zeigt auch keine Stö-
rungen der Fertilität. 
Unabhängig von den beiden oben genannten Mausmodellen war es auch Ziel unserer Ar-
beitsgruppe, ein Mausmodell mit inaktiviertem VDR zu erzeugen. Ähnlich der von Yoshiza-
wa et al. (1997) erzeugten Mutante was es unsere Strategie, durch homologe Rekombination 
das für den ersten Zinkfinger codierende Exon 2 des VDR zu deletieren. Im Unterschied zu 
den beiden oben beschriebenen Modellen inserierten wir anstelle des Exons 2 jedoch eine 
bakterielle β-Galaktosidase (LacZ) als Reportergen. Das Reportergen steht somit unter 
Transkriptions-Kontrolle des endogenen VDR-Promotors und erlaubt so, das VDR-Ex-
pressionsmuster in der Maus während der Ontogenese und postnatal gewebespezifisch darzu-
stellen. Es war unser Ziel, mit Hilfe dieser Mausmutante wichtige Fragen zur Rolle des Vita-
min-D-Hormons für die endokrine Kontrolle der Sexualhormon-Sekretion und der Insulinsek-
retion zu untersuchen. Zusätzlich sollte dieses Modell dazu benutzt werden, die Funktion des 
klassischen, nukleären VDR in der Vermittlung von nicht-genomischen Effekten zu studieren. 
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2 Kapitel 1 
Deletion of deoxyribonucleic acid binding domain of the  
vitamin D receptor abrogates genomic and  
nongenomic functions of vitamin D 
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Impaired insulin secretory capacity in mice lacking a  
functional vitamin D receptor 
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4 Allgemeine Diskussion 
4.1 Vergleich unseres Tiermodells mit anderen VDR-Knockout-Modellen  
Die in unseren Studien verwendete Maus wurde durch den gezielten Austausch von Exon 
II des VDR gegen einen Targeting-Vektor erstellt. Dadurch wurde der erste Zinkfinger der 
DNA-Bindungsregion des VDR deletiert, was zu einem Verlust der DNA-Bindungsfähigkeit 
führt, die als Voraussetzung für die Transaktivierung gilt (MacDonald, 1999). Obwohl der 
Rezeptor normal exprimiert wird und eine normale Liganden-Bindungsaffinität und Translo-
kation aufweist, zeigen die Mäuse, die in Bezug auf die Mutation homozygot sind, einen aus-
geprägten Phänotyp, der ab dem Alter von 3 Wochen erkennbar wird. Vor allem in der 
Wachstumsphase bleiben die Tiere in Größe und Gewicht zurück, sie zeigen Hypokalzämie, 
sekundären Hyperparathyreoidismus, hohe 1,25(OH)2D3-Plasmaspiegel sowie ausgeprägte 
Rachitis. Das augenfälligste Merkmal der Tiere ist die totale Alopezie, die sich ab der 4. Le-
benswoche zu entwickeln beginnt. Heterozygote Tiere sind phänotypisch normal, da es sich 
um ein rezessives Merkmal handelt. Der Phänotyp zeigt keine Geschlechts-Spezifität, er be-
einflusst auch nicht die Fertilität oder Lebenserwartung der Tiere. Darüber hinaus haben unse-
re Daten erstmals eindeutig gezeigt, dass männliche und weibliche VDR-Mutanten normale 
Serum-Konzentrationen von Testosteron und Estradiol aufweisen. Der VDR – obwohl er in 
den Gonaden exprimiert wird – spielt somit keine essentielle Rolle für die Sekretion von Se-
xualsteroiden.  
Zusammenfassend kann man sagen, dass der Phänotyp unserer Mausmutante weitgehend 
identisch ist mit der von Li et al. (1997) erstellten VDR-Mutante, deren VDR trunkiert und 
somit funktionell vollständig inaktiv ist. Er entspricht in seiner Ausprägung auch den doku-
mentierten Fällen von VDDR II des Menschen, bei denen die vorliegende Mutation einen 
vollständigen Verlust der Rezeptorfunktion induziert. Es ist somit nahe liegend, dass bei der 
von uns generierten Maus der VDR komplett inaktiviert ist, also die Deletion des ersten Zink-
fingers der DNA-Bindungsregion zur funktionellen Inaktivierung führt. Dies wurde auch 
durch die in Kapitel 1 beschriebenen Experimente untermauert, in denen unsere VDR-
Mutanten in einer Reihe von Geweben keinerlei physiologische Reaktionen auf die Gabe von 
hochdosierten Vitamin-D-Metaboliten zeigten. Es ist nach wie vor unklar, warum die von Y-
oshizawa et al. (1997) erzeugte VDR-Knockout-Maus sich im Phänotyp von unserer Mutante 
und auch von der in Boston erzeugten Mutante (Li et al., 1997) unterscheidet. Möglicherweise 
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liegt hier ein modulierender Einfluss des genetischen Hintergrunds oder der Haltungsbedin-
gungen vor.  
Als typisches Merkmal für VDR-Mutationen mit völligem Funktionsverlust gilt auch die 
totale Alopezie. Die von Li et al. (1997) generierte Maus wurde hinsichtlich der Ursache der 
Alopezie genauer untersucht (Sakai et al., 2001). Dabei stellte sich heraus, dass bei VDR-
Nullmutanten eine Störung der Anagen-Phase der Haarbildung vorliegt und die VDR-
exprimierenden Keratinozyten der Haarwurzelscheiden hierfür eine entscheidende Rolle spie-
len. Da die Überlegung bestand, dass die Alopezie auch Folge einer toxischen Wirkung der 
hohen 1,25(OH)2D3-Plasmaspiegel sein könnte, wurde ein Teil der Tiere Vitamin D-frei 
gehalten. Dies hatte jedoch keinen Einfluss auf die Haarbildung. Es handelt sich bei der Alo-
pezie somit um einen Effekt, der durch die fehlende Funktion des VDR selbst ausgelöst wird, 
unabhängig vom Vorhandensein des Liganden. In diesem Zusammenhang konnte auch ge-
zeigt werden, dass eine Überexpression von humanem VDR in Keratinozyten von VDR-
Knockout-Mäusen die Entwicklung der Alopezie vollständig verhindert (Chen et al., 2001). 
4.2 Einfluss diätetischer Maßnahmen auf die Phänotypausprägung 
Ähnlich wie in der Therapie von VDDR II-Patienten kann auch bei VDR-Knockout-
Mäusen durch erhöhte diätetische Zufuhr von Kalzium und Phosphat in Kombination mit ei-
nem hohen Laktose-Anteil der Diät („Rescue diet“) eine Normalisierung des Plasmakalzium-
Spiegels erreicht werden, wodurch die Entwicklung des sekundären Hyperparathyreoidismus 
verhindert wird und ein weitgehend ausgeglichener Kalzium- und Knochenstoffwechsel er-
zielt werden kann (Li et al.; 1998; Zeitz et al., 2003). Die Tatsache, dass Mäuse mit inaktivier-
tem VDR auf der Rescue diet normale PTH-Spiegel und eine normale Größe der Neben-
schilddrüsen (Li et al., 1998) aufweisen, steht im Widerspruch zu der häufig vertretenen Mei-
nung, dass der VDR eine essentielle Funktion für die Kontrolle der Zellproliferation und der 
PTH-Sekretion in der Nebenschilddrüse innehat. Die Möglichkeit, durch diätetische Maß-
nahmen alle Veränderungen der Kalziumhomöostase bei VDR-Mutanten ausgleichen zu kön-
nen, stellt somit eine sehr elegante Methode dar, um unmittelbar VDR-abhängige Effekte von 
Wirkungen zu unterscheiden, die indirekt über Störungen des Mineralstoffwechsels entstehen.  
Ein weiteres gutes Beispiel für das Potenzial dieser Methode ist, dass – wie in Kapitel 1 
beschrieben - erst durch die Fütterung der Rescue diet eindeutig gezeigt werden konnte, dass 
1,25(OH)2D3 eine wichtige Rolle in der renalen Kalzium-Reabsorption spielt. Die im Urin 
von homozygoten VDR-Mutanten bei normaler Fütterung gemessenen Kalziumwerte unter-
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scheiden sich nicht signifikant von denen ihrer Wildtyp-Wurfgeschwister. Dadurch entsteht 
der Eindruck, es gäbe bei der renalen Kalziumausscheidung keinen VDR-abhängigen Effekt. 
Dabei ist jedoch nicht berücksichtigt, dass aufgrund der Hypokalzämie bei VDR-Mutanten 
auch die Menge von filtriertem Kalzium im Primärharn reduziert ist. Zusätzlich wird die Kal-
ziumrückresorption durch den erhöhten PTH-Spiegel stark stimuliert.  
Die VDR-Mutanten, die ab dem 16. Lebenstag die Rescue diet verabreicht bekommen, 
haben normale Kalzium- und PTH-Spiegel im Blut. Durch die Normalisierung der Kalzium-
homöostase tritt eine deutlich erhöhte renale Kalziumausscheidung zutage, was auf eine Stö-
rung der renalen Kalziumrückresorption zurückzuführen ist. Dabei handelt es sich um eine 
Funktionsstörung, die auch in Vitamin-D-Mangelsituationen nachgewiesen werden konnte 
(Yamamoto et al., 1984). Unsere Experimente haben somit eindeutig gezeigt, dass 
1,25(OH)2D3 eine wichtige molekulare Funktion in der renal-tubulären Kalzium-Reabsorption 
besitzt. 
Da 1,25(OH)2D3 wahrscheinlich an mehreren Stellen in die Kalzium-Rückresorptions-
mechanismen der Niere eingreift, gibt es eine Reihe von Erklärungs-Ansätzen für die redu-
zierte renal-tubuläre Kalzium-Reabsorption bei VDR-Mutanten. Nach dem Ergebnis unserer 
Untersuchungen und in Übereinstimmung mit den Arbeiten von Li et al. (2001) liegt bei den 
VDR∆/∆-Tieren eine Verringerung der Calbindin D9K-Expression vor. Diesem intrazellulären 
Transportprotein wird vor allem eine Rolle bei der Stimulation der basolateralen Kalzium-
Ausschleusung aus den Tubuluszellen zugeschrieben (Bouhtiay et al., 1994). Die Transkripti-
onsrate des anderen renalen Kalziumbindungsproteins Calbindin D28K ist bei hypokalzämi-
schen VDR∆/∆-Tieren zwar erniedrigt, bei normokalzämischen Tieren aber normal – was den 
Schluss zulässt, dass dieses Protein entgegen verbreiteter Auffassung eher Kalzium- als 
1,25(OH)2D3-abhängig ist. Gleiches gilt auch für den nierenspezifischen epithelialen Kalzi-
umkanal ECaC1 (Weber et al., 2001). Zusammenfassend kann man sagen, dass die Niere in 
ihrer zentralen Bedeutung für die Kalziumhomöostase von sekundären Vitamin D-
Mangeleffekten (Hypokalzämie, sekundärer Hyperparathyreoidismus) ebenso stark beein-
flusst ist wie das Knochengewebe, so dass Aussagen über Effekte, die VDR-abhängig sind, 
erst nach dem Einstellen normaler Plasmakalzium-Spiegel gemacht werden können. Ursache 
für die renale Kalzium-Rückresorptionsstörung der VDR∆/∆-Mäuse ist möglicherweise die 
verringerte Transkriptionsrate von Calbindin D9K. Gegen diese Hypothese spricht jedoch, 
dass die Expression von Calbindin D9K bei VDR∆/∆–Mäusen unabhängig von der Diät (Nor-
maldiät oder Rescue diet) erniedrigt ist. Es ist demnach noch völlig unklar, welcher Faktor für 
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den Defekt der renal-tubulären Kalziumreabsorption in Abwesenheit eines funktionellen VDR 
verantwortlich ist.  
4.3 Gewebsresistenz von VDR∆/∆-Mäusen gegenüber Vitamin-D-Metaboliten 
Da die Phänotypausprägung der VDR∆/∆-Maus einen vollständig inaktiven VDR impli-
ziert, war es von besonderem Interesse zu klären, ob tatsächlich eine totale Gewebsresistenz 
gegenüber 1,25(OH)2D3 besteht. Gleichzeitig sollte festgestellt werden, ob 24,25(OH)2D3 als 
wichtiger Vitamin-D-Metabolit mit vermuteter eigenständiger Funktion in Vitamin-D-
Zielgeweben (Norman et al., 2002) in den VDR∆/∆-Mäusen einen messbaren Effekt induziert.  
Zu diesem Zweck wurden die Mäuse mit hohen Dosen der oben genannten Vitamin-D-
Analoga behandelt. Die bekannten Effekte einer Kurzzeitbehandlung mit 1,25(OH)2D3 beste-
hen in einer gesteigerten enteralen Kalziumresorption, in einer erhöhten Knochenresorption 
sowie in einer Hemmung der PTH-Ausschüttung (Erben et al., 1997). Dabei handelt es sich 
wahrscheinlich vorwiegend um genomische Effekte. Die physiologische Bedeutung von 
nicht-genomischen Wirkungen für die kalzämischen Effekte von Vitamin-D-Metaboliten ist 
unklar. Insbesondere für die enterale Kalziumresorption wird ein VDR-unabhängiger Mecha-
nismus diskutiert, in den möglicherweise ein alternativer membranständiger Vitamin-D-
Rezeptor involviert ist (Norman, 1998). Ein solcher eigenständiger Rezeptormechanismus 
sollte von der Inaktivierung des klassischen, nukleären VDR unberührt bleiben. Bei den Wild-
typ-Tieren kam es ebenso wie bei den heterozygoten Tieren zu den erwarteten Ergebnissen in 
Form von Hyperkalzämie, Hyperkalziurie und PTH-Depression, die VDR∆/∆-Mäuse zeigten 
jedoch keinerlei Veränderungen. Analoge Ergebnisse zeigten sich auch in Versuchen mit Ap-
plikation von hohen Dosen von 24,25(OH)2D3. Dies zeigt, dass sich die Gewebsresistenz der 
VDR∆/∆-Mäuse auch auf 24,25(OH)2D3 erstreckt. Zusätzlich zu diesen Experimenten wurden 
– wie in Kapitel 1 beschrieben – auch Versuche durchgeführt, in denen die Reaktion von 
VDR∆/∆-Tieren auf die topische, kutane Anwendung von Vitamin-D-Analoga untersucht wur-
de. Dazu wurde 1,25(OH)2D3 und zusätzlich das in diesen Test-Systemen ca. 100fach potente-
re, synthetische Vitamin-D-Analogon KH1060 verwendet. Bei VDR∆/∆-Mäusen war jedoch 
keine gesteigerte Proliferation von Keratinozyten in Antwort auf diese Therapie festzustellen. 
Alle diese Versuch zeigten somit hinsichtlich der Gewebsresistenz von VDR∆/∆-Mäusen 
ein überraschend klares Ergebnis: Es besteht bei diesen Mäusen - zumindest in den untersuch-
ten Organsystemen Haut, Darm, Knochen, Nebenschilddrüsen und Nieren - keinerlei Reakti-
onsfähigkeit mehr gegenüber 1,25(OH)2D3, 24,25(OH)2D3 oder anderen Vitamin-D-Analoga. 
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Neben diesen In-vivo-Experimenten testeten wir das Vorhandensein schneller, nicht-
genomischer Effekte in vitro an kultivierten Osteoblasten von VDR∆/∆-Tieren. Auch hier war 
ein eindeutiges Ergebnis zu verzeichnen: Zellen von Wildtyp-Tieren zeigten unter dem Ein-
fluss von 1,25(OH)2D3 innerhalb von Sekunden einen intrazellulären Kalziumanstieg, bei 
VDR∆/∆-Zellen konnte keine Änderung festgestellt werden.  
Diese Ergebnisse demonstrieren nicht nur, dass allem Anschein nach durch Vitamin-D-
Analoga keinerlei genomische Effekte in den untersuchten Geweben von VDR∆/∆-Tieren aus-
gelöst werden können, der mutierte VDR also vollständig inaktiv ist, sondern dass darüber 
hinaus auch keine nicht-genomischen Soforteffekte mehr nachweisbar sind.  
Diese Beobachtungen sind von besonderem Interesse im Hinblick auf die Diskussion, die 
seit ca. 20 Jahren um die Existenz von Membranrezeptoren für 1,25(OH)2D3 und 24,25-
(OH)2D3 geführt wird. Diese Membranrezeptoren sollen eine Funktion bei der Vermittlung 
von Soforteffekten haben, wahrscheinlich durch Interaktionen mit Kalziumkanälen, die über 
einen Anstieg des Kalziumspiegels intrazelluläre Signaltransduktionswege stimulieren. Sie 
werden auch als MARRS (membrane associated rapid response steroid binding proteins) be-
zeichnet (Farach-Carson & Nemere, 2003). Ob diese hypothetischen Membranrezeptoren in 
vivo aber eine eigenständige Funktion haben, ist derzeit noch unklar. Dem 1,25(OH)2D3-
Membranrezeptor wird z.B. die Regulation der Proteinkinase C in den Matrixvesikeln von 
Chondrozyten zugeschrieben (Schwartz et al., 2002) ebenso wie Effekte in Osteoblasten, wo 
auch ein spezifischer Rezeptor für 24,25(OH)2D3 vermutet wird (Boyan et al., 2002). Für den 
letzteren Metaboliten wird außerdem eine eigenständige Funktion bei der Frakturheilung pos-
tuliert (Norman et al., 2002). Es gibt aber auch Anhaltspunkte dafür, dass die Wirkmechanis-
men von Nuklearrezeptor und putativem Membranrezeptor zumindest in einigen Bereichen 
gekoppelt sind. So wird z.B. vermutet, dass die Aktivierung des Membranrezeptors über eine 
Signalkaskade, die die Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase einschließt, die 
Transaktivierung des VDR im Zellkern moduliert (Norman et al., 2002).  
Die Ergebnisse aus den in Kapitel 1 dargelegten Experimenten legen den Schluss nahe, 
dass der nukleäre VDR sowohl bei der genomischen als auch bei der nicht-genomischen 
Signaltransduktion eine zentrale Rolle spielt, wahrscheinlich auch in Bezug auf 24,25(OH)2D3 
als Liganden. Unsere Daten sprechen somit eindeutig gegen die Existenz eines eigenständigen 
Membranrezeptors für Vitamin-D-Metaboliten. Dies wird auch dadurch unterstrichen, dass 
trotz 20jähriger, intensiver Suche der zweifelsfreie Nachweis eines Membranrezeptors für 
1,25(OH)2D3 oder irgendein anderes Steroidhormon bisher nicht gelungen ist. Obwohl prinzi-
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piell die Möglichkeit besteht, dass an sich vorhandene Membranrezeptoren in ihrer Funktion 
von VDR abhängig und daher in VDR∆/∆-Mäusen inaktiv sind, ist diese Hypothese doch als 
sehr unwahrscheinlich einzuschätzen, nachdem ein völliges und nicht nur ein partielles Fehlen 
der nicht-genomischen Effekte bei den VDR-Mutanten vorliegt. Vielmehr ist es wahrschein-
lich, dass in Analogie zu anderen Steroidhormonen der klassische VDR selbst die nicht-
genomischen Effekte vermittelt. Derzeit ist über die Bedeutung der Strukturelemente von 
VDR für die verschiedenen intrazellulären Protein-Interaktionen und die möglichen Reakti-
onspartner noch zu wenig bekannt, um genauere Aussagen über den Signaltransduktionsweg 
nicht-genomischer Effekte von 1,25(OH)2D3 machen zu können. Weitere Studien sind not-
wendig, um den Zusammenhang zwischen VDR und der Vermittlung nicht-genomischer Ef-
fekte zu entschlüsseln.  
4.4 VDR-vermittelte Effekte auf die Insulinsekretion 
Das endokrine Pankreas gehört nicht zu den klassischen Vitamin-D-Zielgeweben, in de-
nen 1,25(OH)2D3 eine als physiologisch essentiell anerkannte Rolle spielt. Eine Korrelation 
zwischen Vitamin-D-Mangel und einer gestörten Insulinsekretion ist zwar schon lange ver-
mutet worden (Norman et al., 1980; Kadowaki & Norman, 1985; Cade & Norman, 1986, 
1987), die vorhandenen experimentellen und klinischen Daten sind jedoch widersprüchlich 
(Hochberg et al., 1985; Lee et al., 1994; Bourlon et al., 1999; Ayesha et al., 2001). Insbeson-
dere die Rolle von indirekten, über eine veränderte Kalzium- und Phosphor-Homöostase ver-
mittelten Effekten von 1,25(OH)2D3 auf die Funktionen des endokrinen Pankreas war stets 
unklar. Wir haben das von uns generierte Mausmodell mit mutiertem VDR dazu benutzt, um 
diese Fragen zu bearbeiten.  
Unsere in Kapitel 2 beschriebenen Versuche haben erstmals klar gezeigt, dass bei VDR-
Mutanten eine reduzierte Synthese von Insulin in β-Zellen des Pankreas vorliegt. Ebenso ist 
die maximale Insulinsekretion in Antwort auf eine orale Glukosebelastung bei VDR-
Mutanten um mehr als 60% reduziert. Beide Veränderungen sind unabhängig von Verände-
rungen der Kalziumhomöostase oder des Körpergewichtes.  
VDR∆/∆-Mäuse haben eine normale Pankreasentwicklung, sie zeigen weder morphologi-
schen Besonderheiten der Pankreasstruktur noch unter Standard-Haltungsbedingungen abwei-
chende Blutglukose- oder Insulinwerte. Nach den Ergebnissen unserer Studie liegt die Bedeu-
tung von Vitamin D für die Insulinfreisetzung in einer „Verstärkerfunktion“ in Situationen 
hoher Anforderung. Die Inaktivierung des VDR stellt unter normalen Lebensbedingungen al-
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so einen latenten Defekt dar. Ob der Einfluss von 1,25(OH)2D3 sich nur auf die Biosynthese 
oder auch auf die Sekretion von Insulin erstreckt, ist derzeit noch nicht klar. In der von uns 
durchgeführten Studie wurden in den β-Zellen von VDR∆/∆-Mäusen zwar eine Erniedrigung 
der Insulin-mRNA festgestellt, eine direkte Rolle von VDR in der Steuerung der Transkripti-
on des Insulingens ist aber noch nicht nachgewiesen. Da Veränderungen in der intrazellulären 
Kalziumkonzentration von entscheidender Bedeutung für die Insulinsekretion sind, könnte der 
Effekt von 1,25(OH)2D3 auch im Bereich der Modulation des intrazellulären Kalziumtrans-
portes liegen, möglicherweise unter Einbeziehung des Kalziumbindungsproteins Calbindin 
D28K (Reddy et al., 1997; Sooy et al., 1999). Weitere Studien sind erforderlich, um die mo-
lekulare Rolle von 1,25(OH)2D3 bei der Insulinbiosynthese und -sekretion im Pankreas zu klä-
ren. Dies könnte zu wichtigen neuen Impulsen für Prophylaxe und Therapie des Diabetes mel-
litus bei Mensch und Tier führen. 
4.5 Ausblick 
Wie die funktionale Analyse des von uns generierten Mausmodells gezeigt hat, spielt 
1,25(OH)2D3 und seine VDR-abhängigen Effekte in vielen Geweben eine wichtige Rolle. Die 
Diskrepanz zwischen dem nahezu ubiquitären Vorkommen von VDR im Körper und dem 
scheinbaren Fehlen von Symptomen beim funktionellen Ausfall des VDR in den meisten der 
„nicht-klassischen“ Organe wie z.B. Pankreas, Gonaden, Hypophyse, Thymus, und Immun-
system legt die Vermutung nahe, dass VDR in diesen Geweben Funktionen erfüllt, die denen 
von uns im endokrinen Pankreas nachgewiesenen Funktionen ähneln: Nicht essentiell für die 
Organfunktion, aber mit weitreichenden modulativen Aufgaben, eingebunden in das Kommu-
nikationsnetzwerk der Zelle mit dem Ziel, diese gegenüber unterschiedlichen Anforderungen 
flexibler zu machen. 
In den letzten Jahren stellt sich im Bereich medizinischer Forschung immer mehr die 
Frage, inwieweit latente Gendefekte einen Prädipositionsfaktor für Krankheiten wie z.B. Dia-
betes mellitus oder Osteoporose darstellen. Tiermodelle wie das von uns vorgestellte können 
hier vielleicht einen Einblick geben, wie latent eingeschränkte Organfunktionen letztlich zum 
Auftreten solcher multifaktorieller Erkrankungen beitragen. Entscheidende Voraussetzung 
dafür ist jedoch eine genaue Kenntnis der molekularen Funktionen des Genproduktes, in unse-
rem Fall also des VDR, in den entsprechenden Geweben. Um dieses Ziel zu erreichen, sind 
weitere, umfangreiche Studien erforderlich. 
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5 Zusammenfassung 
Das Vitamin-D-Hormon 1,25-Dihydroxyvitamin D3 [1,25(OH)2D3], die biologisch aktive 
Form von Vitamin D, ist essentiell für einen intakten Mineralhaushalt. Unter Benutzung von 
Gene Targeting war es unsere Absicht, ein Mausmodell mit deletiertem Vitamin-D-Rezeptor 
(VDR) zu erzeugen, bei dem unter Kontrolle des endogenen VDR-Promotors ein LacZ-Re-
portergen exprimiert wird. Hier zeigen wir, dass unsere Mausmutanten einen mutierten VDR 
mit intakter Hormon-Bindungsdomäne aber ohne den für die DNA-Bindung notwendigen ers-
ten Zinkfinger exprimieren. Die Expression des Reportergens war weit verbreitet während der 
Embryogenese und postnatal. Deutliche LacZ-Expression zeigte sich in Knochen, Knorpel, 
Darm, Niere, Haut, Gehirn, Herz und Nebenschilddrüsen. Homozygote Mutanten sind eine 
Phänokopie von Mäusen mit fehlendem VDR und zeigen Wachstumsretardierung, Rachitis, 
sekundären Hyperparathyreoidismus und Alopezie. Eine mit Kalzium (Ca), Phosphor und 
Laktose angereicherte Diät normalisierte die Blut-Ca- und Parathormon-Werte, offenbarte 
aber ein renales Ca-Verlust-Syndrom bei normokalzämischen VDR-Mutanten. Bei der Be-
handlung mit pharmakologischen Dosen von Vitamin-D-Metaboliten zeigten homozygote 
Mäuse keinerlei Reaktivität mehr in Haut, Knochen, Darm, Nebenschilddrüsen und Niere. 
Dies zeigt, dass der mutierte VDR funktionell inaktiv ist und dass keine physiologisch be-
deutsamen Vitamin-D-Signaltransduktionswege neben dem klassischen VDR existieren. 
Auch fehlten schnelle, nicht-genomische Wirkungen von 1,25(OH)2D3 in Osteoblasten von 
VDR-Mutanten, was die These unterstützt, dass der klassische VDR die nicht-genomischen 
Wirkungen von 1,25(OH)2D3 vermittelt (publiziert in Mol Endocrinol 16:1524-1537, 2002). 
Unter Benutzung des von uns generierten Maus-Modells sollte die Rolle von Vitamin D für 
das endokrine Pankreas weiter untersucht werden. Pankreasinseln, nicht jedoch das exokrine 
Pankreas, zeigten eine deutliche LacZ-Reportergen-Expression in VDR-Mutanten. Durch die 
Verabreichung der „Rescue Diet“ an Wildtyp- und homozygote Tiere in diesem Versuch soll-
ten mögliche Einflüsse von unterschiedlichem Blut-Ca-Spiegel oder Körpergewicht auf die 
Insulinsekretion ausgeschaltet werden. In oralen und subkutanen Glukosetoleranztests zeigte 
sich, dass bei gleichen Basal-Blutglukosewerten die VDR-Mutanten auf beiden Diäten gegen-
über den Wildtyp-Tieren erhöhte Blutglukosespiegel und um ca. 60% reduzierte maximale 
Insulinspiegel aufwiesen. Zusätzlich war der Insulin-mRNA-Gehalt im Pankreas von VDR-
Mutanten auf beiden Diäten verringert, jedoch fand sich eine normale pankreatische β-
Zellmasse, Inselarchitektur und Insel-Neogenese. Diese Daten zeigen klar, dass der VDR eine 
molekulare Rolle für die pankreatische Insulinsynthese und –sekretion in vivo besitzt (publi-
ziert in FASEB J 10.1096/fj.02-0424fje, January 22, 2003). 
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Summary 
Endocrine regulation through the vitamin D receptor 
The vitamin D hormone 1,25-dihydroxyvitamin D3 [1,25(OH)2D3], the biologically active 
form of vitamin D, is essential for an intact mineral metabolism. Using gene targeting, we 
sought to generate vitamin D receptor (VDR) null mutant mice carrying the reporter gene 
lacZ driven by the endogenous VDR promoter. Here we show that our gene-targeted mutant 
mice express a VDR with an intact hormone binding domain but lacking the first zinc finger 
necessary for DNA binding. Expression of the lacZ reporter gene was widely distributed dur-
ing embryogenesis and postnatally. Strong lacZ expression was found in bones, cartilage, in-
testine, kidney, skin, brain, heart, and parathyroid glands. Homozygous mice are a phenocopy 
of mice totally lacking the VDR protein, and showed growth retardation, rickets, secondary 
hyperparathyroidism, and alopecia. Feeding of a diet high in calcium, phosphorus, and lactose 
normalized blood calcium and serum parathyroid hormone levels but revealed a profound re-
nal calcium leak in normocalcemic homozygous mutants. When mice were treated with 
pharmacological doses of vitamin D metabolites, responses in skin, bone, intestine, parathy-
roid glands, and kidney were absent in homozygous mice, indicating that the mutant receptor 
is non-functioning and that vitamin D signaling pathways other than those mediated through 
the classical nuclear receptor are of minor physiological importance. Furthermore, rapid, non-
genomic responses to 1,25(OH)2D3 in osteoblasts were abrogated in homozygous mice, sup-
porting the conclusion that the classical VDR mediates the nongenomic actions of 1,25(OH)2-
D3 (published in Mol Endocrinol 16:1524-1537, 2002). 
Using this gene-targeted mouse model, it was the aim of further studies to explore the func-
tional role of vitamin D for the endocrine pancreas. Pancreatic islets but not exocrine pancreas 
cells showed strong lacZ reporter gene expression in mutant mice. To rule out possible influ-
ences of hypocalcemia on pancreatic endocrine function, a rescue diet enriched with calcium, 
phosphorus, and lactose was fed to wild-type (WT) and VDR mutant mice. The rescue diet 
normalized body weight and mineral homeostasis in VDR mutants. In glucose tolerance tests, 
baseline blood glucose levels were unchanged in fasting VDR mutants. However, blood glu-
cose was elevated after oral or subcutaneous glucose loading, and maximum serum insulin 
levels were reduced by about 60% in VDR mutants vs. WT mice on either diet. In addition, 
insulin mRNA levels were decreased in VDR mutant mice on both diets, while pancreatic β 
cell mass, islet architecture, and islet neogenesis were normal. These findings clearly establish 
a molecular role of the VDR for pancreatic insulin synthesis and secretion in vivo (published 
in FASEB J 10.1096/fj.02-0424fje, January 22, 2003) 
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